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ひとつに癌細胞における ABC (ATP binding cassettes; ATP 結合カセット) トランス
ポーターの過剰発現が挙げられる。ABC トランスポーターは ATP をエネルギーとし5 
て抗癌剤を細胞内から細胞外へ排出する膜輸送タンパクである。特に ABCG2 は







験を行ったところ、フェニルフロクマリン誘導体 10 µM が最も SN-38 (抗癌剤イリノ
テカンの活性代謝物) の感受性を増強させた (IC50: 0.19 µM, fold reversal: 13.8 倍) 。15 
フェニルフロクマリン誘導体は ATPase assay では ATP 加水分解を促進させたが、















つとして癌細胞における ABC (ATP binding cassettes; ATP 結合カセット) トランス
ポーターの過剰発現が挙げられる 1)。ABC トランスポーターとは、ATP が ADP に加5 
水分解される際のエネルギーを用いて細胞内から細胞外へ薬剤等の排出を行う膜輸
送タンパクである 2)。何らかの原因で ABC トランスポーターが過剰発現すると、基
質である薬剤の排出が促進されるため、薬剤耐性を示すこととなる。ABC トランス
ポーターには 48 種のサブファミリーが存在するが、それらのうち抗癌剤の多剤耐性
に強く関与すると言われているのが、ABCB1 (P-glycoprotein; Pgp) 、ABCC1 10 
(Multidrug Resistance-associated Protein 1; MRP1) 、ABCG2 (Breast Cancer 





る 4, 5)。第一世代の抑制剤は ABCB1 に親和性が低かったため、これらの化合物をも
とに新たに合成されたのが第二世代の化合物である 6, 7)。しかし、第二世代の化合物
でも臨床で使用するにはまだ安全性が低かったため、第三世代と呼ばれる化合物が新






ABCG2 は 1998-1999 年に、正常胎盤、薬剤耐性乳癌細胞、薬剤耐性大腸癌細胞で





ABCG2 の基質として報告されている 11, 17-20)。 10 
一方、ABCG2 抑制剤の研究も行われてきた。フミトレモルジン C は最初に報告さ
れた ABCG2 抑制剤である 21)。フミトレモルジン C はアスペルギルスより単離され
たマイコトキシンであり、in vitro では選択的かつ強力な ABCG2 抑制剤である。し
かし、in vivo では神経毒性が強く、臨床応用されるに至らなかった 21-23)。そのため、
フミトレモルジン C の誘導体 Ko143 が開発された。Ko143 はフミトレモルジン C と15 
同様に強力な ABCG2 抑制剤であり、神経毒性も少なかったが、近年になり生体内で
の不安定性を示す報告がなされた 24)。その他、ABCG2 に選択的ではない抑制剤とし
て elacridar、tariquidar、サイクロスポリン A、クルクミンなどが報告されてきた 25-28)。
さらに、イマチニブやゲフィチニブなどのチロシンキナーゼ阻害剤も、ABCG2 の競





フミトレモルジン C から Ko143 が開発されたように、構造活性相関に基づく薬剤
開発が一般的であるが、近年では新規化合物の開発のため、化合物ライブラリーを用
いたハイスループットスクリーニングの手法が知られている。この手法による5 




可能性がある。また、実際にその化合物がどの程度 ABCG2機能を阻害するか、in vitro10 
だけでなく in vivo でも評価することによって、より臨床応用に近づくことができる。 
以上を踏まえ、本研究ではハイスループットスクリーニングで薬剤を絞りこみ、さ
らに細胞株を使用した細胞毒性や動物実験による抗腫瘍効果を評価することで臨床














の杉本芳一教授より提供を受けた。これらの細胞株は10% FBS (fetal bovine 
serum)・1% ペニシリン-ストレプトマイシン添加DMEM (Dulbecco’s Modified 
Eagle’s Medium, Sigma) 培地にて37℃、5％二酸化炭素下で培養した。 
 

















効果を評価することが可能である (図1) 。384ウェルプレートへの細胞の播種は、5 
Multidrop Combi (Thermo Fisher Scientific) を用いて行った。スクリーニング化合
物の希釈と投与、PhAの投与は、ハイスループットスクリーニングシステムに設置さ
れた分注装置のBiomek NXP (Beckman Coulter) を用いた。ABCG2を過剰発現した
HCT-116/BCRPを用い、培地DMEMで懸濁したものを30 µLずつ、1 × 104個となる
ように384ウェルブラックプレート (クリアボトム) へ播種させ、37℃、5％二酸化炭10 
素下で4時間培養した。次に、スクリーニング化合物の希釈を行った。提供された化
合物ライブラリーの384ウェルプレートにPBS (-) (Phosphate-buffered saline 
without Ca2+ and Mg2+, Thermo Fisher Scientific) を分注し、50 µMとなるようにス
クリーニング化合物を希釈した。その後、HCT-116/BCRPを播種させたプレートに、
PBS (-)で10 µMに希釈したPhAを10 µLずつ、および希釈した化合物プレートから10 15 
µLずつ、1ウェルあたり合計50 μLとなるように384ウェルブラックプレートへの分注
を行った。この際、スクリーニング化合物の入っていない4ウェルに、PBS (-) で5 µM
に希釈したKo143を10 µLずつ分注した。Ko143、PhA、スクリーニング化合物の最
終濃度はそれぞれ1 、2 、10 µMとした。このブラックプレートを37℃、5％二酸化
炭素下18時間培養し、各ウェルをPBS (+) (Phosphate-buffered saline containing 20 
10 
 
Ca2+ and Mg2+, Thermo Fisher Scientific) 50 µLで5回洗浄した。その後、










培養した細胞を3×105細胞/mLの細胞濃度でIMDM (Iscove's Modified Dulbecco's 
Medium, Thermo Fisher Scientific) で調整し、FACSチューブ (Becton, Dickinson 
and Company) に加えた。PhAを10 µMとなるように培養液に加え、既知のABCG2
の抑制剤であるKo143 (Tocris bioscience) 1 µMを加えたチューブをポジティブコン15 




1時間培養した。培養後、1500 rpmで5分間遠心し、上清を除去しPBS (-) 300 µLでペ20 
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レットを再懸濁した。蛍光強度の測定はBD FACS Verse (Becton, Dickinson and 
Company) で行い、フィルターにはPerCP-Cy5.5 (励起波長488 nm、最大蛍光波長
690 nm) を用いた。 
 
Ⅴ. 細胞毒性試験 5 
 選択した候補薬剤に対し、CellTiter 96 AQueous One Solution Reagent (Promega)
による細胞毒性試験 (MTS assay) を行った。まず、HCT-116/BCRP細胞を96ウェル
プレートに播種した。その際、1ウェル (100 µL) あたりの細胞数が、1×104個となる
ように調整した。細胞播種後は、37℃、5％二酸化炭素の環境で24時間培養を行った。
その後上清を除去し、段階的にSN-38 (抗癌剤イリノテカンの活性代謝物) の濃度を10 




時間の培養後、プレートリーダーのMultiskan FC (Thermo Fisher Scientific) を用15 
いて吸光度 (492 nm) の測定を行った。各化合物のIC50 (inhibitory concentration 








Ⅵ． ATP 加水分解試験 
 ABCG2 の基質結合部位に基質が結合すると、ATP のエネルギーを用いてトランス




 この実験では、ヒト ABCG2 の cDNA によって遺伝子組換えされたバクロウイルス
を昆虫細胞に感染させ、昆虫細胞より抽出した細胞膜タンパクを用いた 37)。このタン10 
パクは Suresh V. Ambudkar 博士より提供を受けた。ATPase assay 用チューブに 2
×ATPase buffer、H2O を加え、そこに細胞膜タンパクを 6 µg 加えた。そこに各濃
度に調節した候補薬剤をそれぞれのチューブに加えた。濃度ごとにオルトバナジウム
酸 (sodium orthovanadate; Vi) (Sigma) 0.3 mM を添加したもの Vi (+) 、していな
いもの Vi (-) の 2 種類のチューブを用意した。5 mM ATP を加えた後、37℃恒温槽15 
で 20 分静置した。その後、5％ SDS (sodium dodecyl sulfate) を加え反応を停止さ
せた。ATP 加水分解によって生じた無機リン酸の量を計測して ATP 反応の程度を調
べるため、無機リン酸反応試薬、1%アスコルビン酸を加え、発色反応を行い、10 分
間室温で静置した。その後、吸光度リーダーUltrospec 3100 pro (Amersham 
Biosciences) を用いて 880 nmで吸光度を測定した。ViによってABCG2によるATP20 
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反応は抑制されるため、Vi (-) のチューブの反応 (タンパク全体の ATP 反応) からの
Vi (+) のチューブの反応 (ABCG2 以外の ATP 反応) の差を求めることによって
ABCG2 による ATP 加水分解を算出した。各反応の EC50 (half maximal effective 
concentration; 50%効果濃度) は JMP Pro 14.0 を用いて算出した。 
 5 
Ⅶ. ABCG2 の発現確認 (RT-qPCR) 
HCT-116/BCRP細胞株におけるABCG2のmRNA発現の程度および候補薬剤の
ABCG2発現に対する影響を確認するため、定量リアルタイムPCRを行った。HCT-116
細胞、HCT-116/BCRP細胞、および候補薬剤  (10 µM) 存在下で3日間培養した
HCT-116/BCRP細胞を使用した。細胞株よりRNeasy Mini Kit (QIAGEN) を用いて10 
total RNAを抽出し、NanoDrop2000 (Thermo Scientific) にて十分な濃度があるこ
とを確認した。抽出したtotal RNAをPrimeScript RT reagent Kit (Takara Bio Inc.) 
を用いて逆転写反応を行い cDNA (complementary DNA; 相補的DNA) を合成した。
リ ア ル タ イ ム PCR 反 応 に は StepOnePlus Real Time PCR System (Life 
Technologies) 及びSYBR Premix Ex Taq II (Tli RNaseH Plus) , ROX plus (Takara 15 
Bio Inc.) を用いて行い、2-ΔΔCt法で算出した。反応条件は、初期変性を95℃30秒、
2 step PCRとして95℃5秒、60℃30秒を、40サイクル行った。内在性コントロールに







ABCG2 (forward) :  5’-GGTCAGAGTGTGGTTTCTGTAGCA-3’ 
ABCG2 (reverse) :  5’-GTGAGAGATCGATGCCCTGCTTTA-3’ 
GAPDH (forward)     :           5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’ 5 
 GAPDH (reverse)     :           5’-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3’ 
 
Ⅷ. 動物実験モデル 




その解説 第 14 版」を遵守した。 
細胞株には ABCG2 を過剰発現した HCT-116/BCRP を用い、2×107 cells/mL とな
るように PBS (-) で細胞の懸濁を行った。そして、この細胞懸濁液とマトリゲルマト15 
リックス (Corning) を 2:1 となるように氷上で混和し、1 mL シリンジに 200 µL ず
つ取り分けた。皮下移植は 3 種混合麻酔 (塩酸メデトミジン+ミダゾラム+酒石酸ブト
ルファノール混合麻酔) 下に、マウスの左右の背部に行った。皮下移植後は 1-2 日毎
に腫瘍の生着状態を確認し、腫瘍径が長径で 5-10 mm となったところで薬剤の投与




例がなく、in vitro の実験で陽性コントロールとして用いた Ko143 の既報を参考に、
10 mg/kgの濃度で腹腔内投与を行うことにした 39)。そして、以下のような 4群 （n=5） 
に分けて薬剤投与を行った。a) 生理食塩水のみ 400 µL を腹腔内投与、b) 候補薬剤
10 mg/kg を生理食塩水に希釈し 400 µL を腹腔内投与、c) イリノテカン 30 mg/kg を5 
生理食塩水に希釈し 400 µL を腹腔内投与、d) 候補薬剤 10 mg/kg とイリノテカン 30 
mg/kg を生理食塩水に希釈し 400 µL を腹腔内投与、とした。なお、薬剤の調整につ
いて、候補薬剤は 5% w/v の濃度となるように DMSO で溶解後生理食塩水に希釈、
イリノテカンは溶液状態で入手したため、そのまま生理食塩水に希釈した。初回投与
日を 0 日目として、3 日毎の 3 、6 、9 、12 、15 、18 日目に計 7 回投与を行った。10 








出した。平均値の検定には Student’s t検定を用いた。統計学的解析には JMP Pro 14.0




























(1) 抗癌剤耐性株における各候補薬剤の感受性増強効果 5 
フローサイトメトリーによる解析で有効な抑制効果をもたらした 16 種類の化合物
を用いて、抗癌剤耐性細胞株 (HCT-116/BCRP) に対して細胞毒性試験 (MTS assay) 
を行った。結果を表 1 に示した。陽性コントロール Ko143 1 µM の IC50が 0.26 ± 
0.027 µM、No.22 の化合物は、5 µM で IC50が 0.36 ± 0.11 µM、10 µM で IC50が 0.19 
± 0.018 µM であった。相対的な感受性増強率 (fold reversal: 候補薬剤及び陽性コン10 
トロールを添加していない条件での IC50との比で算出) は Ko143 1µM で 10.1 倍、
No.22 は 5 µM で 7.3 倍、10 µM で 13.8 倍であり、No.22 10µM において最も SN-38
の感受性を増強させる結果であった。この No.22 の化合物 (フェニルフロクマリン誘
導体、a phenylfurocoumarin derivative: PFC) が最も効果的な ABCG2 抑制剤であ
る可能性が高いと考え、以降の実験に用いることとした。PFC の構造式を図 4A に、15 
細胞毒性試験の結果を図 5A に示す。さらに、この化合物と類似の構造をもつオキシ
ポイセダニン (図 4B、赤の点線が共通構造) に対して、同様に細胞毒性試験を行った。
オキシポイセダニンの fold reversal は 5 µM で 2.35 倍、10 µM で 3.0 倍であり、PFC




(2) 抗癌剤感受性株における PFC の感受性増強効果の有無 
 抗癌剤感受性株 (HCT-116) におけるPFCの感受性増強効果の有無を調べるため、
同様の MTS assay を行った。表 2、図 5B に示すように、抗癌剤投与のみの IC50は
0.11 ± 0.0037 µM、Ko143 1 µM 存在下の IC50は 0.11 ± 0.0036 µM、PFC 5 µM 存在
下の IC50は 0.077 ± 0.022 µM、PFC 10 µM 存在下の IC50は 0.057 ± 0.013 µM であ5 
った。PFC 投与でわずかに IC50の低下を認めるものの、HCT-116/BCRP での結果ほ
ど著明ではなかった。 
(3) PFC および Ko143 単剤の毒性評価 
Ko143 と PFC に関し、単剤での HCT-116 及び HCT-116/BCRP に対する毒性評
価を行った。表 3 に結果を示した。HCT-116、HCT-116/BCRP における Ko143 の10 
IC50はそれぞれ 77.97 ± 2.33 µM、115.79 ± 4.85 µM であり、PFC の IC50はそれぞ
れ 42.70 ± 2.42 µM、43.07 ± 3.18 µM であった。これまで用いてきた薬剤濃度である



















た。腫瘍体積の変化を図 8A に示す。以下の式に示すように、投与開始日の体積を基10 
準として、増加率を評価した。腫瘍体積増加率 = (測定日の腫瘍体積) ÷ (投与開始
日の腫瘍体積) 。今回の検討では PFC がイリノテカンの感受性をどの程度増強させ
るかに着目するため、c) イリノテカン投与群に対する、d) フェニルフロクマリン誘
導体+イリノテカン投与群の 2 群を比較したところ、12 日目から有意に腫瘍増加率が
小さかった (図 8A) 。また、マウスの体重は徐々に減少が見られたものの、急激な変15 
化は認めず (図 8B) 、観察中の死亡も認めなかった。腫瘍重量に関しては、c) イリ
ノテカン投与群と d) フェニルフロクマリン誘導体+イリノテカン投与群の間に有意
差は認めなかったものの、c) 群は 207.8 ± 70.4 mg、d) 群は 159.7 ± 37.9 mg で
あり、腫瘍は小さい傾向であった (図 8C) 。なお人道的エンドポイントは、皮下腫瘍
20 
 







は肺癌、乳癌、大腸癌などで ABCG2 と薬剤耐性との強い相関が示唆されている 40)。
これまでに様々な ABCG2 抑制剤の研究が in vitro を中心に行われてきた。しかし、
強力な ABCG2 抑制剤であるフミトレモルジン C は神経毒性が強く、臨床応用は困難5 
である 21-23)。同様に in vitro で頻用される Ko143 は、神経毒性はほとんどないもの
の、血漿中での安定性が低いことが問題点である 24)。その他にも ABCG2 抑制剤の生
体内利用率の低さを示す報告があり、副作用の問題点も含めて、臨床応用できる薬剤
がまだ存在しないのが現状である 39, 41, 42)。抗癌剤耐性克服のため、将来的な臨床応
用を目指した新規抑制剤の探索が必要である。 10 
本研究では、ABCG2 の新規抑制剤としてフェニルフロクマリン誘導体
(phenylfurocoumarin derivative: PFC) が同定された。ハイスループットスクリーニ
ングとフローサイトメトリーでは基質の排出抑制を示し、細胞毒性試験では抗癌剤感
受性の増強を示した。また、ATPase assay と RT-qPCR の結果を考えると、PFC は











今回同定した PFC は、ABC トランスポーターの阻害剤としての報告はされておら










細胞毒性試験において、PFC は HCT-116/BCRP における SN-38 の感受性増強を15 




えられる。さらに、PFC 単剤の毒性の検討において、HCT-116/BCRP における IC5020 
23 
 
は 43.07 µM であった。少なくともこれまでの検討で用いてきた 5, 10 µM において
は、化合物自体の毒性の影響は少ないと思われる。今回、動物実験においては、耐性
株である HCT-116/BCRP を用いた移植実験のみ行ったが、ABCG2 機能の抑制を介
さない PFC の抗腫瘍効果や毒性の有無を評価するうえで、感受性株である HCT-116
の移植実験も行うことも有用と考えられる。 5 




今回の検討により、PFC が ABCG2 に直接作用し、機能を阻害していることが示10 













呈する可能性が考えられる 43, 44)。 
生体内利用率や代謝経路については今後の検討課題ではあるが、動物実験の結果か
らは副作用の点が克服できる可能性があり、臨床応用につながる可能性が考えられた。 
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図 1. 蛍光剤排出試験の原理 
 HCT-116 では、細胞内に取り込まれたフェオフォルバイド a (PhA: ABCG2 に特異
的な蛍光基質) により、強い蛍光強度を示す。 





図 2. ハイスループットスクリーニングの結果 10 
 5812 種類の化合物をスクリーニングし、ドットプロットで表した (n=1) 。縦軸は
陽性コントロール Ko143 の蛍光強度に対する、各化合物の蛍光強度の比を表してい
る。赤線は 60%を示しており、それよりも強い蛍光強度の 23 種類を候補薬剤とした。 
 
図 3. フローサイトメトリーの結果 15 
 23 種類 (１つ重複しており、実際は 22 種類) の化合物に対し、フローサイトメト
リーにてPhAの蛍光強度測定を行った (n=1) 。図 3Aの 1-3にヒストグラムを示す。
全てのヒストグラムで、黒は陰性コントロール DMSO、青は陽性コントロール Ko143、
茶は候補化合物 1 µM、緑は候補化合物 5 µM、赤は候補化合物 10 µM を示す。図 3B




度を示す 16 種類の化合物を次の実験に用いた。 
 
図 4. フェニルフロクマリン誘導体の構造式 
 図 4A にフェニルフロクマリン誘導体 (PFC) の構造、図 4B にオキシポイセダニン5 
の構造を示す。赤の点線部分のフロクマリン構造が共通している。 
 
図 5. フェニルフロクマリンの抗癌剤感受性 
 図 5A は HCT-116/BCRP を用いた細胞毒性試験の結果を示す (n=6) 。抗癌剤は
SN-38 を用い、PFC 5 µM および 10 µM、陽性コントロール Ko143 1 µM を添加し10 
た際の感受性の変化をグラフで示した。同様に、図 5B では親株 HCT-116 を用いた
感受性の変化を示した (n=3) 。エラーバーは標準誤差を示す。 
 
図 6. ATP 加水分解試験 
 ATP 加水分解試験の結果を示す。ヒトの ABCG2 を発現した細胞膜タンパクを各15 
濃度の PFC と培養し、ATP 加水分解の結果生じる無機リン酸を発色反応にて測定し






図 7. RT-qPCR による ABCG2 の発現解析 
 HCT-116/BCRP および PFC 存在下で 3 日間培養した HCT-116/BCRP の ABCG2
発現を解析した (n=3) 。それぞれの ABCG2 発現量は、HCT-116 の ABCG2 発現量
に対する比で表した。両群の ABCG2 発現量に有意差はなかった。エラーバーは標準
誤差を示す。N.S.：not significant 5 
 
図 8. 動物実験におけるフェニルフロクマリン誘導体の効果 
 HCT-116/BCRP を用いたマウスの皮下腫瘍モデルを作成し、4 群に分けて腹腔内
投与を行った。a) 生理食塩水、b) PFC、c) イリノテカン、d) イリノテカン + PFC
の 4 群について、いずれも 0 日目から 3 日毎に計 7 回薬剤投与を行った (n=5) 。腫10 
瘍体積増加率の推移 (A) 、体重増加率の推移 (B) 、犠死後摘出した腫瘍重量の比較 
(C) を示す。エラーバーは標準誤差を示す。 
図 A と図 C の検定は c) イリノテカン投与群と d) イリノテカン + PFC 投与群の間






表 1. HCT-116/BCRP における SN-38 の IC50値の比較 
  




    




Medium 2.59 ± 0.24 1 
    
Ko143 0.26 ± 0.027 10.1 
    
No.01 5uM 2.36 ± 0.21 1.1 
 
No.01 10uM 1.34 ± 0.14 1.9 
No.03 5uM 2.88 ± 0.26 0.9 
 
No.03 10uM 2.14 ± 0.24 1.2 
No.04 5uM 2.67 ± 0.10 1.0 
 
No.04 10uM 2.02 ± 0.18 1.3 
No.06 5uM 3.50 ± 0.23 0.7 
 
No.06 10uM 2.66 ± 0.45 1.0 
No.07 5uM 0.61 ± 0.12 4.3 
 
No.07 10uM 0.22 ± 0.036 11.6 
No.08 5uM 1.69 ± 0.16 1.5 
 
No.08 10uM 1.17 ± 0.16 2.2 
No.09 5uM 2.70 ± 0.39 1.0 
 
No.09 10uM 1.14 ± 0.023 2.3 
No.14 5uM 1.05 ± 0.16 2.5 
 
No.14 10uM 0.63 ± 0.068 4.1 
No.15 5uM 1.31 ± 0.35 2.0 
 
No.15 10uM 0.62 ± 0.11 4.2 
No.16 5uM 0.91 ± 0.12 2.9 
 
No.16 10uM 0.56 ± 0.072 4.6 
No.17 5uM 0.93 ± 0.15 2.8 
 
No.17 10uM 0.86 ± 0.12 3.0 
No.20 5uM 0.73 ± 0.16 3.5 
 
No.20 10uM 0.67 ± 0.10 3.9 
No.22 5uM 0.36 ± 0.11 7.3 
 
No.22 10uM 0.19 ± 0.018 13.8 
No.23 5uM 1.30 ± 0.17 2.0 
 
No.23 10uM 0.87 ± 0.10 3.0 
No.11 と No.18 は化合物そのものの細胞毒性が強く、IC50の評価はできなかった。 
No.22 がフェニルフロクマリン誘導体である。 





表 2. HCT-116 における SN-38 の IC50値 
  IC50 ± SE (µM) 
Medium 0.11 ± 0.0037 
Ko143 1 µM 0.11 ± 0.0036 
PFC 5 µM 0.077 ± 0.022 




表 3. Ko143 およびフェニルフロクマリン誘導体単独の細胞毒性 5 
 





Ko143 77.97 ± 2.33 
 
115.79 ± 4.85 
PFC 42.70 ± 2.42 
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イリノテカン + PFC 
図8 
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